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[緒言] 
近年，日本における総死亡の原因の約3割が癌によるものである。そのような中，初期
状態の腫瘍を発見し治療することで生存率が急激に上昇するため，癌の早期発見が重要で
あり，様々な腫瘍マーカーを高感度に検出する研究が盛んに進められている。本研究では，
Au薄膜プラズモニックチップ(= 金属薄膜でコーティングされた周期構造基板)を用いた
格子結合型(GC)表面プラズモン励起増強蛍光(SPF)法によって，肝細胞癌マーカーたんぱ
く質であるα-fetoprotein (AFP)検出を行い，従来型のプリズム結合型(PC)-SPF法による検出
と比べて一桁高感度に検出し，プラズモニックチップの有用性を示してきた。そこで，さ
らなるAFPの高感度検出を目指して，プラズモニックチップを用いたサンドイッチアッセ
イ系によるGC-SPFで，金属膜(AuまたはAg)の違いによる検出感度を比較した。 
 
[実験] 
UVナノインプリント法により，光硬
化性樹脂を用いて，PMMA基板上にピッ
チ430 nmの周期構造を作製した。その上
にスパッタ法により膜厚160 nm以上の
金属薄膜(AuまたはAg)と膜厚20 nmの
SiO2薄膜を順に成膜してプラズモニッ
クチップ(Au-SiO2およびAg-SiO2チップ)
を作製した(図1(a), (b))。計測は，波長633 
nmのHe-Neレーザー光を照射し，入射角
に対する反射率を測定することによっ
て表面プラズモン共鳴(SPR)角を調べた。
次に，入射角をSPR角に固定し，検出角に対する蛍光強度を測定した。各マーカー濃度に
対する蛍光強度は，n≧3で計測し，その平均値と標準偏差を求めた。ビオチン‐アビジン
のモデル化合物を用いた実験では，チップ上のSiO2表面をアミノ化し，ビオチンを修飾し
た。そこへ50 nM ～5 pMに調製した蛍光標識ストレプトアビジン(Cy5-SA)を結合し，蛍光
強度を計測した。またAFP検出では，SiO2表面のアミノ化を行い，クロスリンカーを用い
て捕獲抗体を固定化した。次に，各濃度(20, 2 ng/mL, 200, 20, 10, 5, 2 pg/mL)に調製された
AFPを注入し，蛍光標識(Alexa647)検出抗体によってAFPを挟むサンドイッチアッセイによ
り蛍光強度を計測した。また非特異吸着を調べるためAFPを加えない系についても同様の
計測を行った。 
  
(a)        (b) 
図 1 (a)Au-SiO2, (b)Ag-SiO2 プラズモニック
チップ(上段)および AFM 像(下段) 
[結果と考察] 
まずAu-SiO2チップを用いてAFPの検出を行った。計測された蛍光ピーク値をAFPの濃度
に対してプロットし，蛍光強度の検量線を作成した(図2(a))。Au-SiO2チップ上でのAFP検
出において，5 pg/mLまでの検出に成功した。 
さらなる高感度検出を行うため，Auと比べて電場増強が期待できるAgを用いることを
考えた。そこで，モデル化合物であるCy5-SAの検出によって，Au-SiO2とAg-SiO2のチップ
における蛍光強度を比較した。その結果，50 nM Cy5-SA に対するAg-SiO2チップ上の蛍光
強度はAu-SiO2チップ上で計測した値の3.2倍であった。検出限界はAu-SiO2で50 pM，
Ag-SiO2で5 pMであり，Ag-SiO2チップでAu-SiO2の一桁高感度検出ができた。このように
Ag-SiO2チップの有用性が示されたため，AFP検出をAg-SiO2チップを用いて行った。 
Ag-SiO2チップ上で計測された蛍光ピーク値をAFPの濃度に対してプロットし， AFPの
検量線を作成した(図2(b))。20 ng/mLから2 pg/mLの5桁以上を定量的に検出でき，検出限界
は2 pg/mLであった。Ag-SiO2チップは，20 ng/mLにおける蛍光強度をAu-SiO2の4.9倍に増
強し，検出限界をAu-SiO2の5 pg/mLから2 pg/mLに向上させることができた。AFPの高感度
検出を目指したバイオセンサとしてのAg-SiO2チップの有用性が示された。 
以上のように，AgはAuと比べて5倍近い蛍光増強を与え，検出限界を向上させることが
できた。さらにAgはAuより使用できる波長範囲が広いという利点も有している。このよ
うなAgチップの長所がサンドイッチアッセイで示されたため，今後様々なイムノセンサー
への応用に期待できる。 
 
 
 
(a)                                 (b) 
図 2 (a)Au-SiO2, (b)Ag-SiO2 チップにおける検量線：非特異吸着による蛍光強度の平
均値を赤色破線で，標準偏差 σ の±3σ を灰色の帯で示した。 
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